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FRAGMENTS D 1 ACIDE NUCLEIQUE ET FRAGMENTS PEPTIDIQUES 
CORRESPONDANTS XSSUS DU GENOME DU VIRUS DE L 'ARTHRITE ET 
DE L ' ENCEPHALITE CAPRINE (VAEC) ET LEURS APPLICATIONS • 

La present e invention est relative a des frag- 
5 ments nucleotidiques issus du gene env du virus de 
I'arthrite et de 1 ' encephalite caprine (VAEC ou CAEV : 
caprine arthritis-encephalitis virus) et aux fragments 
peptidiques correspondants et a leurs applications au 
depistage de 1 ' encephalite et de I'arthrite virale 

10 caprine ; la presente invention est egalement relative a 
des anticorps anti- fragments peptidiques ainsi qu'a leurs 
applications au diagnostic de 1 1 encephalite et de 
I'arthrite virale. 

Le virus de 1 1 arthrite et de 1 1 encephalite 

15 caprine est un lentivirus, entrainant line leucoenc^pha- 
lite chez les jeunes chevres et une arthrite chronique 
clinique, chez 20 a 30 % des chevres adultes infectees 
naturellement . L 1 arthrite est habituellement progressive 
et est particulierement severe au niveau des espaces 

20 synoviaux des articulations carpiennes. 

La sequence nucl^otidique de la souche VAEC-CO 
a et£ sequencee et decrite (M. SALTARELLI et al., Virol., 
1990, 179, 347-364), a partir de clones infectieux, obte- 
nus a partir de fragments Hindlll, transfectes dans des 

25 cellules de membrane synoviale de chevre. Le genome com- 
prend 9189 nucleotides et inclut successivement la 
sequence codant pour le LTR, les sequences codant pour 
les differentes proteines virales : proteine Gag, pro- 
line Pol, la proteine de regulation Q, la proteine Tat, 

30 les proteines d'enveloppe et la proteine Rev. 

L ' organisation du gene env, codant pour la 
glycoproteine d'enveloppe du VAEC est similaire a celle 
des virus du mouton (virus VISNA) et comprend une 
sequence codant pour une proteine de surface (SU) et une 

35 sequence codant pour une proteine transmembranaire (TM) , 
qui forment la glycoproteine d'enveloppe. 
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Les proteines d'enveloppe du VAEC sont consi- 
derees comme £tant au centre de la relation hote-virus ; 
leur etude est done essentielle pour comprendre 
1 ' interaction du virus avec le systeme immunitaire 
5 (epitopes neutralisants , epitopes B et T) et avec les 
cellules-cibles de 1 ' infection et pour mettre au point 
des reactif s de diagnostic perf ormants . 

La severite de la maladie chez les animaux 
infectes semble directement correlee au taux d'anticorps 
10 anti-proteine d'enveloppe virale (Env) , et en particulier 
au taux , d'anticorps anti-proteine transmembranaire (TM) 
et/ou au taux d'anticorps anti-proteine de surface (SO) 
de ladite proteine d'enveloppe Env (T.C. McGUIRE et al. 
J. Virol., 1992, 66, 5, 3247-3250 ; D.P. KNOWLES et aL, 
15 1991, J. Virol., 1991, ££, 11, 5744-5750). 

En effet, la reponse immune a l'antig&ne viral 
joue un r61e important dans 1 ' inflammation des articula- 
tions (en particulier, 1 1 inflammation des espaces syno- 
viaux des articulations carpiennes ) , notamment en raison 
20 d*une infiltration massive desdites articulations par des 
lymphocytes, plasmocytes et macrophages et par une accu- 
mulation d'anticorps diriges contre la proteine Env. 

En particulier, les serums, presentant un 
titre important vis-a-vis des glycoprot£ines TM monome- 
25 rique (38 kDa) et oligomer ique, se retrouvent chez les 
. chevres presentant une arthrite progressive (D.P. KNOWIES 
et al., J. Virol., 1990, 64, 2396-2398). 

En outre, les chevres, vaccinees avec du virus 
de 1' arthrite et de 1 ' enc^phalite caprine inactive, deve- 
30 loppent une arthrite plus severe, apres infection en 
laboratoire, que les animaux controles (McGUIRE et al;, 
J. Vet. Res., 1986, 41, 537-540). 

II est done crucial d'etablir une surveillance 
constante des troupeaux, afin d'eviter la propagation de 
35 la maladie, en particulier en excluant le plus rapidement 
possible les animaux malades. 
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A l'heure actuelle, l'arthrite a VAEC est 
essentiellement diagnostiquee a l'aide de tests serolo- 
giques, bases sur une preparation de virus entier ; de 
tels tests presentent 1 1 inconvenient d'etre difficiles a 
5 preparer et d'etre couteux ; ils necessitent egalement 
nne mise au point particulierement delicate (probleme de 
standardisation) et peuvent, en outre, entrainer des 
reactions faussement negatives et/ou des reactions faus- 
sement positives. 

Il existe egalement d'autres tests (tests 
ELISA) , utilisant .des proteines recombinantes Gag ; de 
tels tests presentent egalement 1 1 inconvenient 
d' entrainer des reactions faussement negatives et/ou 
faussement positives et creent, en outre, des problemes 
de bruit de fond. 

Or, il est absolument crucial de disposer d'un 
test fiable et peu couteux, de maniere a pouvoir tester 
1' ensemble des troupeaux, pour eviter une contagion mas- 
sive (notamment par le lait) (programme d' eradication) . 

La presente invention s'est, en consequence, 
donne pour but de pourvoir a des reactifs aptes a depis- 
ter l'arthrite a VAEC, qui repondent mieux aux besoins de 
la pratique, notamment en permettant la mise au point de 
tests diagnostics hautement specif iques (absence de faux- 
positifs et de faux n^gatifs) ne comportant en outre au- 
cun risque pour 1 'utilisateur et permettant un depistage 
rapide de 1' ensemble des troupeaux. 

La presente invention a pour objet des frag- 
ments d'acide nucleique, caracterises en ce qu'ils codent 
pour un fragment peptidique incluant au moins un segment 
de proteine Env du VAEC comprenant au moins un epitope 
immunodominant et selectionne dans la region transmembra- 
naire de ladite proteine, lesquels fragments d'acide nu- 
cleique comprennent entre 15 et 255 nucleotides. 

Parmi ces fragments d'acide nucleique, on peut 

citer : 
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- un fragment, correspondant aux positions 
8003-8163 du gene codant pour la proteine Env du VAEC, de 
s equence TAAGGCAGCTGTCCAGACCCTTGCTAATGCAACTGCTGCACAGCAGGA 
TGTGTTAGAGGCAACCTATGCCATGGTACAGCATGTGGCTAAAGGCGTACGAATCn 

5 GGAAGCTCGAGTGGCTCGAGTGGAAGCTATCACAGATAGAATAATGCTATACCAAG 
(SEQ ID n°l) , et codant pour un fragment peptidique 
denomme Gl ; 

- un fragment, correspondant aux positions 
8019-8264 du gene codant pour la proteine Env du VAEC, et 

10 codant pour un fragment peptidique denomme G2 ; 

- un fragment/ correspondant aux positions 
7991-8107 du gene codant pour la proteine Env du VAEC, et 
codant pour un fragment peptidique denomme G3 ; 

- un fragment, correspondant aux positions 
15 8204-8360 du gene codant pour la proteine Env du VAEC, de 

sequence TACAAAAACAGAAGTAGCAAAATATATCAATTGGACGAGGTTTAAGGA 
TAATTGCACATGGCAGCAGTGGGAGAGAGGATTACAGGGGTATGATACAAACTTAAC 
AATACTGTTAAAGGAATCAGCAGCAATGACACAACTAGCAGAAGAGCAAGCA { SEQ 
ID n°2), et codant pour un fragment peptidique denomm£ 
20 G4 ; 

- un fragment, correspondant aux positions 
8090-8259 du gene codant pour la proteine Env du VAEC, de 
sequence TAAAGGCGTACGAATCTTGGAAGCTCGAGTGGCTCGAGTGGAAGCTAT 
CAGAGATAGAATAATGCTATACCAAGAATTGGATTC 

25 TATAACCTCTACAAAAACAGAAGTAGCAAAATAT^^ 

TAATTGCA (SEQ ID n°3), et codant pour un fragment 
peptidique denomme G5 ; 

- un fragment, correspondant aux positions 
8049-8093 du gene codant pour la proteine Env du VAEC, de 

30 sequence GATGTGTTAGAGGCAACCTATGCCATGGTACAGCATGTGGCTAAA 

(SEQ ID n°4), et codant pour un fragment peptidique 
denomme TM1 ; 

- un fragment, correspondant aux positions 
8130-8165 du gene codant pour la proteine Env du VAEC, de 

35 sequence GAAGCTATCACAGATAGAATAATGCTATACCAAGAA (SEQ ID 
n°5) et codant pour un fragment peptidique denomme TM2 ; 
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- un fragment, correspondant aux positions 
8160-8204 du gene codant pour la proteine Env du VAEC, de 
sequence CAAGAATTGGATTGTTGGCACTATCATCAATACTGTATAACCTCT 
(SEQ ID n°6) et codant pour un fragment peptidique 

5 denomme TM3 ; et 

- un fragment, correspondant aux positions 
8256-8297 du gene codant pour la proteine Env du VAEC, de 
sequence TGCACATGGCAGCAGTGGGAGAGAGGATTACAGGGGTATGAT ( SEQ 
ID n°7) et codant pour un fragment peptidique denomme 

10 TM4. 

La presente invention a egalement pour objet 
un fragment peptidique, caracterise en ce qu'il inclut au 
moins un segment de proteine Env du VAEC, selectionne 
dans la region transmembranaire de ladite proteine, com- 

15 prenant entre 5 et 85 aminoacides et au moins un epitope 
immunodominant, et en ce qu'il est reconnu par au moins 
60 % d'anticorps produits lors d'une infection et/ou lors 
d'une inoculation par une souche du VAEC, 

On entend par epitope, au sens de la presente 

20 invention, les Epitopes specif iques de groupe, c'est-a- 
dire communs a toutes les souches du VAEC (zones conser- 
vees ) , reconnus par les anticorps diriges contre toutes 
les souches de VAEC (reconnaissance de groupe). 

Parmi ces fragments peptidiques, 1* invention 

25 englobe entre autre : 

- un fragment incluant un segment de 53 
aminoacides, denomme Gl, et qui correspond aux positions 
665-717 de la proteine Env du VAEC ; 

un fragment incluant un segment de 82 
30 aminoacides, denomme G2, et qui correspond aux positions 
670-751 de ladite proteine Env ; 

- un fragment incluant un segment de 38 ami- 
noacides, denomme G3, et qui correspond aux positions 
661-698 de ladite proteine Env ; 

35 - un fragment incluant un segment de 52 ami- 

noacides, denomme G4, et qui correspond aux positions 
732-783 de la proteine Env ; 
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- un fragment incluant un segment de 56 ami- 
noacides, denomme G5, et qui correspond aux positions 
694-749 de ladite proteine Env ; 

- un fragment incluant un segment de 15 
5 aminoacides, denomme TM1, et qui correspond aux positions 

680-694 de la sequence de la proteine Env du VAEC et dont 
la formule est : 

Asp-Val-Leu-Glu-Ala-Thr-Tyr-Ala-Met-Val-Gln-His-Val-Ala- 
Lys (SEQ ID n°8) ; 

10 - un fragment incluant un segment de 12 

aminoacides, denomme TM2, et qui correspond aux positions 
707-718 de la sequence de la proteine Env du VAEC et dont 
la formule est : 

Glu-Ala-Ile-Thr-Asp-Arg-Ile-Met-Leu-Tyr-Gln-Glu ( SEQ ID 
15 n°9) ; 

- un fragment incluant un segment de 15 
aminoacides, denomme TM3, et qui correspond aux positions 
717-731 de ladite proteine Env, lequel segment presente 
la sequence : 

20 Xaa-Glu-Leu-Asp-Cys-Trp-His-Tyr-Xaa-Xaa-Tyr-Cys-Xaa-Thr- 
Ser (SEQ ID n°10) , 

dans laquelle l'aminoacide Xaa en position 1, 9 et 10 
represente His ou Gin, l'aminoacide Xaa en position 13 
represente lie ou Val ; de preference, lorsque 

25 l'aminoacide Xaa en position 9 represente His, 
l'aminoacide Xaa en position 10 et l'aminoacide Xaa en 
position 1 representent Gin et l'aminoacide Xaa en 
position 13 represente lie et lorsque l'aminoacide Xaa en 
position 9 represente Gin, l'aminoacide Xaa en position 

30 10 et l'aminoacide Xaa en position 1 representent His et 
l'aminoacide Xaa en position 13 represente Val ; 

un' fragment incluant un segment de 14 
aminoacides, denomme TM4, et qui correspond aux positions 
749-762 de ladite proteine Env, lequel segment presente 

35 la sequence : 

C^s-Thr-Trp-Gln-Gln-Trp-Glu-Arg-Glu-Leu-Gln-Gly-Tyx-Asp 
(SEQ ID n°ll) . 



WO 96/00784 



7 



PCT/FR95/00848 



De maniere inattendue, 1 1 ensemble des se- 
quences definies ci-dessus permettent ion depistage spe- 
cif ique et sensible d'une infection a VAEC. 

Egalement de maniere inattendue, parmi ces 
5 fragments, les fragments peptidiques G5 ou TM3 et G4 ou 
TM4 presentent une correlation signif icativement elevee 
avec le developpement de la maladie et servent done de 
marqueurs particulierement specifiques pour le diagnostic 
de 1 ' infection au VAEC ; les fragments peptidiques G5 ou 

10 TM3 servent egalement de marqueurs pour le diagnostic de 
1' infection a VISNA. 

Au sens de la presente invention, le terme 
fragment peptidique, comprend tous les fragments incluant 
un. segment de peptides tel que defini ci-dessus, ainsi 

15 que les peptides homologues ; de maniere gen£rale, on en- 
tend par peptides homologues, les fragments peptidiques 
dont la position et la fonction sont equivalentes , au 
sein du VAEC (m§me localisation que celle definie ci-des- 
sus, sur le genome du VAEC) . 

20 L 1 ensemble desdits peptides peut avantageuse- 

ment £tre obtenu soit par clonage, soit par synthese, no- 
tamment par synthase de Merrifield. 

La presente invention a egalement pour objet 
des anticorps anti-VAEC, caract6ris£s en ce qu'ils sont 

25 constitues par des anticorps specifiques d'au moins un 
fragment peptidique issu de la zone transmembranaire de 
la proteine Env de VAEC, conforme a 1' invention. 

La presente invention a egalement pour objet 
un procede de depistage d'une infection a VAEC et/ou & 

30 VISNA, caracterise en ce qu'il consiste k detecter les 
anticorps, eventuellement presents dans un echantillon 
biologique, a l'aide d'au moins un peptide ou fragment de 
peptides conforme a 1' invention, eventuellement fixe sur 
un support solide approprie, en mettant en presence ledit 

35 echantillon biologique avec ledit/lesdits peptide (s) ou 
fragment (s) de peptides, auxquels se lient les anticorps, 
si de tels anticorps sont presents dans 1 1 echantillon & 



WO 96/00784 



8 



PCT/FR95/00848 



analyser, la lecture du resultat etant revelee par un 
moyen approprie, notamment EIA, RIA, fluorescence. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du- 
dit precede, le peptide est choisi parmi TM3 et TM4 ou un 
5 melange de ceux-ci. 

La presente invention a, egalement, pour objet 
un procede de depistage d'une infection a VAEC, caracte- 
rise en ce qu'un echantillon biologique convenablement 
traite pour extraire 1 'ADN et/ou les produits de trans - 
10 cription du VAEC : 

(1) est mis en contact avec au moins un frag- 
ment nucleotidique tel que defini ci-dessus, 

(2) apres quoi, l'hybride forme est detecte. 
De maniere avantageuse, prealablement a 

15 l'etape (1) , ledit ADN peut §tre amplifie. 

La presente invention a egalement pour objet 
un procede de depistage d'une infection a VAEC/ caracte- 
rise en ce qu'il consiste a detecter les glycoproteines 
d'enveloppe du VAEC, en mettant en presence un echantil- 

20 Ion biologique a tester avec au moins ion anticorps anti- 
pep tide conforme a l 1 invention, la lecture du resultat 
etant revelee par un moyen approprie. 

Outre les dispositions qui pr6c6dent, 
1' invention comprend encore d'autres dispositions, qui 

25 ressortiront de la description qui va suivre, qui se r6- 
fere a des exeirrples de mise en oeuvre du proc6d6 objet de 
la presente invention. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces 
exemples sont donnes uniquement a titre d 1 illustration de 

30 1' objet de 1' invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 
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EXEMPLE 1 : Peptides conformes a 1 1 invention . 

1) Construction d'une banque d' express j^n des 
peptides conformes a 1' invention : 

a) Clonage du gene env : 

5 Le gene env est obtenu a partir d'un clone in- 

fectieux du VAEC-CO (M. SALTARELLI et al. # Virology, 
1990, 179, 347-364) . 

Les positions nucleotidiques et aminoacides, 
qui definissent les differentes regions env precitees, 
10 correspondent aux positions des sequences telles que pu- 
bliees dans cette reference. 

Le clone du VAEC-CO consiste en deux plas- 
mides, l'un contenant une grande partie du genome du 
VAEC-CO a partir du 5 1 -LTR et le deuxieme contenant un 
15 insert court de 321 pb, comprenant les sequences codant 
pour la partie C-terminale de Env et la partie 3' du LTR 
viral . 

Pour generer un plasmide contenant la region 
codant pour la proteine Env entiere, le fragment Smal- 
20 Hindlll du VAEC-CO est sous-clone dans le plasmide pUC18, 
ainsi que le fragment Hindlll-Hindlll de 321 pb ; on 
obtient une construction denommee pUC18 env 3.1. (figure 
1) . 

b) Construction de la banque d' expression 

25 Xgtll : 

Le plasmide pUC18 env 3 .1 est soumis a une 
digestion partielle a 1 1 ADNase I a 15°C (15 pg/ml 
d'ADNase I dans du Tris-HCl, pH 7,4 en presence de MgCl2, 
l f 5 mM, pendant 20 min) , de maniere a obtenir differents 

30 fragments d'ADN, d' environ 200 pb. 

Ces differents fragments sont traites avec le 
fragment de Klenow de l f ADNase polymerase d'E. coli, de 
maniere a obtenir des extremites a bouts francs, pour une 
ligature efficace avec des sequences de liaison EcoRI de 

35 10 paires de base (pb) (Pharmacia) . 
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Le marquage au phosphore 32 des fragments 
d'ADN permet le controle des etapes ulterieures. 

Les produits de la ligature sont alors digeres 
avec l 1 enzyme de restriction EcoRI et separes par elec- 
5 trophorese dans des gels d' agarose LMP NUSieve® 2 %, de 
maniere a selectionner un ensemble de fragments compre- 
nant entre 100 et 200 pb et a 61iminer les sequences de 
liaison libres. 

Les fragments selectionnes sont extraits au 
10 phenol a partir de 1' agarose ; on insere ensuite les dif- 
ferents fragments obtenus dans le site EcoRI du phage 
AfiTtll. 

Les produits de la ligature (phages recombi- 
nants) sont alors empaquetes in vitro. Une banque de 
15 3.10 6 phages est ainsi constitute. 

On obtient ainsi une banque d' expression de 
peptides Env de VAEC, fusionnes a la P-galactosidase, et 
exprimes dans E. coli, en utilisant le vecteur Xgtll. 

Un echantillon de la banque Xgtll est inocule 
20 sur la souche de E. coli Y1090 a une dilution represen- 
tant 10 4 phages par boite de 90 cm de diametre. 

L 1 induction de 1' expression de la proteine 
sous controle du promoteur Lac est declenchee k 42°C # en 
presence d 1 isopropyl-thio-|}-galactosidase (IPTG) . Les 
25 phages recombinants sont selectionnes par 1' absence de 
coloration bleue des plaques de lyse. 

c) Contrdle des peptides obtenus : 
Les phages Xgtll recombinants permettent 
1* expression des fragments de genes env sous le controle 
30 du promoteur Lac, apres fusion de l'ADN env avec le gene 
de la P-galactosidase de E. coli. 

Pour controler la qualite de ladite banque, et 
egalement obtenir un titre plus important, 40 plaques ont 
ete isolees et analysees par PCR, en utilisant des 
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amorces A,gtll complementaires, specif iques de la portion 
p-galactosidase de la matrice Xgtll comme suit : 

un total de 10 \il de lysat de phage est dilue 
dans 60 jxl d'eau et porte a ebullition pendant 10 min. 

5 Apres microcentrifugation, 15 (ll du surnageant sont ajou- 
tes a 85 \il d'un melange PCR contenant 50 pM de chaque 
amorce, 10 nM de chaque desoxynucleoside triphosphate et 
0,5 U de Taq polymerase (Perkin-Elmer-Cetus) , dans une 
solution de Tris-HCl 10 mM, KCl 50 mM et MgCl2 2 mM. 

10 Les amorces kgtll utilisees sont, comme pre- 

cise ci-dessus, complementaires de la portion P-galacto- 
sidase de la matrice X.gtll, a savoir : 

5 ■ GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG 3 ■ (amorce sens ) 
(SEQ ID N° 12) 

15 5 • TTGACACCAGACCAACTGGTAATG 3' (amorce anti- 

sens) (SEQ ID N° 13) . 

La PCR comprend 32 cycles (cycle 1 : 94°C, 

2 min ; cycles 2 a 31 : 94°C, 15 sec./55°C, 30 sec./72°C, 
30 sec. ; cycle 32 : 72 °C, 3 min) . 

20 Les produits de 1 1 amplification montrent que 

I'on obtient des inserts de differentes tailles, compre- 

nant entre 130 et 250 pb. 

Ces fragments amplifies par PCR sont ensuite 

hybrid^s avec trois fragments Ncol radioactifs marques au 
25 phosphore 32, representant la sequence Env de VAEC-CO 

entiere (sonde 1 : 6071-6456, sonde 2 : 6457-8071, sonde 

3 : 8072-8712) , indiquant que la banque est repre- 
sentative du gene env entier. 

2) Criblaae de la banque : 

30 La banque env A,gtll est criblee en utilisant 

les serums de 3 chevres, naturellement infectees, et 
ayant un titre 61eve en proteines Gag de VAEC, par test 
ELISA. 
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La sonde E. coli Y1090 est infectee par 3xl0 4 
PFU de la banque originale non amplifiee, etalee sur 
plaques et incubee a 42 °C pendant 4 heures. 

Les plaques sont alors recouvertes de filtres 
5 de nitrocellulose, satures avec de l'IPTG 10 mM et incu- 
bees pendant 3 heures a 37°C, de maniere a induire 
1' expression de la proteine de fusion, p-galactosidase- 
peptide Env. 

Les filtres sont traites pour un criblage im- 
10 munologique avec des serums de 3 chevres par incubation 
separee (2 filtres par serum) , en utilisant des methodes 
standard, telle que la procedure au lait degraisse 
(MANIATIS) . 

Ce criblage permet d'isoler 5 clones fortement 
15 immunoreactifs, qui sont sequences selon le protocole 
suivant : 

les produits de la PCR sont separes sur gel 
d' agarose a 1,8 % et purifies a l'aide de billes QIAEX® 
(Qiagen®) , selon les instructions du fabricant. 
20 Un total de 1 ^il de dimethylsulfoxyde (DMSO) 

et de 20 pM soit d' amorce sens, soit d 1 amorce anti-sens, 
sont ajoutes dans un volume final de 10 jil. 

Ce melange est denature a 100°C, pendant 
12 min, et immediatement transfere dans un bain glace de 
25 methanol . 

1 \ll de dithiothreitol (0,1 M) , 0,2 \il dGTP 
(UBS), 0,5 ^il de [ 35 S]ATP (600 Ci/mM) , 0,6^11 de DMSO, 
3,8 (ll de dH 2 0 et 0,2 |Xl de Sequenase (UBS) sont ajoutes. 

Les echantillons sont incubes a temperature 
30 ambiante pendant 1 min, puis pendant 15 min a 37°C. 
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Les sequences de ces 5 inserts, a savoir : 



Nom du 
fragment 


Positions sur la se- 
quence d'acide nu- 
cleique 


positions sur la pro- 
teine Env 


Gl 


8003-8163 


665-617 


G2 


8019-8264 


670-751 


G3 


7991-8107 


661-698 


G4 


8204-8360 


732-783 


G5 


8090-8259 


694-749 



sont comprises dans la region extracellulaire de TM. 

Ces resultats indiquent 1 1 immunodominance et 
5 la conservation de ces domaines entre les differents iso- 
lats viraux. 

3) Carte des epitop es immunodominants TM 

confonnes a X' invention : 
a) Protocole : 

10 Une analyse Pepscan® est realisee de maniere 

a definir precisement les epitopes TM immunoreactif s . 

Des decapeptides chevauchants couvrant les se- 
quences comprises entre les positions 8022 et 8327 de la 
proteine Env du VAEC ont ete synthetises. 

15 Un essai immunoenzymatique a ete realise 

conformement aux instructions du fabricant (Cambridge 
Research Biochemicals) , en utilisant les serums provenant 
de 7 chevres (dilution 1:100). 

5 serums proviennent de ch&vres infectees 

20 naturellement avec des souches de VAEC, un serum provient 
d*une chevre infectee experimentalement avec le VAEC-CO, 
et un serum correspond a un pool de 4 serums provenant de 
chevres infectees experimentalement avec le virus de 
1 1 arthrite-enc£phalite caprine-CO . 

25 La reaction est detectee par incubation en 

presence d 1 Ig de lapin anti-chevre conjuguees a de la 
peroxydase (Sigma), diluee au 1:20000 ou en presence 
d'anticorps monoclonal conjugue a de la peroxydase 
(Chekit®) dilue au 1:200, suivie par une revelation a 

30 1 ' aide de 2,2* -azino-bis ( 3-ethylbenz-thiazoline-6-acide 
sulfonique (ABTS, Sigma) . 
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b) Resultats : 

- TMl , TM2 et TM4 : 

II ressort de ces essais que 3 groupes de pep- 
tides chevauchants sont reactifs et definissent trois 
5 epitopes differents conformement a la figure 2, qui com- 
prend en abscisse les differents fragments chevauchant 
etudies et en ordonnee, la densite optique a 405 nm 
(figure 2A) ainsi que la position des peptides immuno- 
reactifs sur la sequence (figure 2B) . 
10 Ces peptides correspondent a TMl, TM2 et TM4. 

- TM3 : 

De maniere surprenante, la region contenant 
les deux cysteines conservees, connue pour former une 
structure immunodominante et conservee chez differents 
15 lentivirus, ne reagit pas avec les serums testes, mais le 
peptide TM3, comprenant cette region, a neanmoins ete 
synth^tise, 

Un autre peptide, avec la meme sequence, mais 
chimiquement cyclise par un lien covalent entre les deux 
20 cysteines a egalement ete prepare (TM3c) , de maniere a 
reproduire une structure en boucle, consideree comme de- 
vant exister dans la proteine TM native. 

Un pool de serums provenant de 30 chevres est 
teste en ELISA pour sa reactivite a TM3 et a TM3c. 
25 Tous les serums reconnaissent les deux pep- 

tides, il n'existe done aucune difference significative 
entre TM3 et TM3c, de telle sorte que les autres expe- 
riences ont ete realisees uniquement avec TM3c. 

L 1 epitope TM3 est localise dans la region env 
30 la plus conservee, alors que les sequences correspondant 
^ TMl, TM2 et TM4 presentent des variations (figure 3 A) . ' 

L 1 etude comparative et 1 ' alignement des se- 
quences TM iramunodominantes avec 3 clones moleculaires 
MAEDI -VI SNA tres proclies montrent une forte similarity de 
35 la region TM3 par rapport a celle de la proteine Env en- 
tiere (figure 3B) . 
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De plus, il existe une bonne correlation entre 
le pourcentage de similarity et la reactivite serologique 
des 4 peptides. En fait, la reactivite la plus large du 
peptide TM3 , qui est compris dans la proteine de fusion 
5 G5, confirme que cet epitope est localise dans une region 
hautement conservee, comme cela est le cas dans les epi- 
topes correspondants, d'autres lentivirus. 

TM4 correspond egalement a une region 
conservee. Inversement, le domaine Gl qui contient les 
10 epitopes TM1 et TM2 , semble plus variable. 

EXEMPLE 2 : Test de depistage d'une infection a VAEC. 

I - Analyse oar imm unoblot - 

a) Protocole : 

Les domaines se liant aux anticorps, k sa- 
15 voir : Gl : 8003-8163, G4 : 8204-8360 et G5 : 8090-8259 
ont ete exprimes sous forme de proteines de fusion avec 
la (3-galactosidase dans les bacteries E. coli lyso- 
geniques Y1089, comme precis^ ci-dessus. 

Les lysats de bacteries contenant les pro- 
teines de fusion ont ete prepares a partir de culture 
lysogenique-HPTG . 

Les lysats {40 (lg/puits) sont s£par6s dans des 
gels SDS-PAGE (sodium dodecylsulf ate-polyacrylamide) a 
10 % et transferes sur f litres de nitrocellulose . 

Les sites non specif iques sont bloques par in- 
cubation avec du lait degraisse a 3 % dans un tampon 
Tris-HCl (10 iriM) , NaCl (150 iriM) et Tween 20 (0,1 %) . 

Les bandes de nitrocellulose sont incub6es 
avec un s6rum de chevre dilue au 1:100/1:800 pendant une 
nuit a 4°C. 

La liaison avec 1' anticorps est revelee par 
incubation avec de la proteine G conjuguee a de la per- 
oxydase, diluee au 1:5 000, suivie par line r6v61ation au 
4-chlore-l-naphtol (Sigma) . 

Un lysat de bacteries infectees avec un phage 
non recombinant A^tll est utilise comme controle negatif . 
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Les serums collectes avant 1' infection experi- 
mentale et un pool de serums provenant de chevres non in- 
fectives sont utilises comme controle de l'anticorps. 

De plus, la co-localisation des bandes immuno- 
5 reactives avec les proteines de fusion est verifiee avec 
un anticorps monoclonal dirige contre la P-galactosidase 
(Promega) ; le western blot sur l'antigene viral purifie 
est realise comme precise dans R. ZANONI et al., J. Clin. 
Microbiol., 1989, 27, 580-582. 
10' b) Resultats : 

Les peptides Gl, G4 et G5 tels que definis a 
1 1 exemple 1 couvrant la region immunoreactive de la pro- 
line transmembranaire TM, sont utilises dans un western 
blot pour cribler 60 serums de chevres infectees naturel- 
15 lement provenant de differents troupeaux, dans les condi- 
tions ci-dessus. 

Le Tableau I ci-apres montre que les serums 
reagissent avec G5 et G4 a plus de 95 %, alors que seule- 
ment 60 % reagissent avec Gl. 
20 TABLEAU I 



RESUME DES 60 SERUMS TESTES 


region TM 1 Gl 


64 


G5 


serums positifs 39 


57 


57 


% de serums positifs | 65 % 


95 % 


95 % 



a) Protocole : 

25 Les peptides (TM1-TM4) ont ete synthetises et 

purifies . 

Les peptides TM3 et TM4 ont ete. adsorbes sur 
plaque de microtitration comme suit : 

100 |il d'une solution a 5 [ig/ml dans du carbo- 
30 nate de sodium 0,1 M, pH 9,6 ont ete adsorbes dans chaque 
puits de plaque de microtitration (Nunc, Maxisorp®) , pen- 
dant une nuit a 4°C. 
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Le peptide TM1 montre une liaison faible et le 
peptide TM2 ne se lie pas du tout a ces plaques ou a 
d'autres plaques ELISA testees. 

Pour cette raison des plaques qui permettent 
5 une liaison covalente de peptides derivatises (Nunc Cova- 
link®) ont ete utilisees pour TM1 et TM2. 

La derivatisation et 1* adsorption de ces pep- 
tides sur des plaques sont realisees comme decrit dans 
J. SON£)ERGARD- ANDERSON et al . , J. Immunol. Methods, 1990, 
10 131, 99-104. 

Ces peptides sont solubilises dans l'eau 
(TM1 : 1 mg/ml, TM2 : 0,5 mg/ml). 

A un volume de solution peptidique, un volume 
egal de solution aqueuse fraichement preparee de N-hy- 
15 droxysuccinimide 0,1 M (NHS, Sigma H-7377) et de 1-ethyl- 
3 - { 3 -dimethylaminopropyl ) carbodiimide , HC1 ( EDC , Sigma E- 
6383), sont ajoutes. 

Apres 30 min a temperature ambiante, les pep- 
tides actives sont dilues dans un tampon carbonate 0,1 M 
20 glace (pH 8,9) a 10 ^g/ml et 100 fll/puits sont adsorbes 
par des plaques Covalink® pendant tine nuit a 4°C. 

Le test ELISA est realist comme suit : 

apres rev&tement des plaques de microtitra- 
tion, ces dernieres sont lavees trois fois avec du PBS, 
25 les sites d 1 adsorption residuelle sur les plaques sont 
satures par incubation avec 100 p.1 de PBS contenant du 
lait (1 %) et du Tween 20 (0,1 %) (tampon ELISA EB) pen- 
dant 2 heures a temperature ambiante. 

Apres lavage, 50 (il de serum de chevre, dilues 
30 au 1:10, dans un tampon EB, sont incubes pendant 2 heures 
et demi, a temperature ambiante. 

Apres lavage 4 fois avec du tampon EB, de la 
proteine G conjuguee a de la peroxydase (diluee au 
1:5 000 dans du PBS Tween 20 0,1 %) est ajoutee pendant 
35 2 heures a temperature ambiante. 



WO 96/00784 



18 



PCT/FR95/00848 



Apres 5 lavages au PBS, le conjugue a la per- 
oxydase adsorbe est visualise avec de l'ABTS, 0,2 mg/ml 
dans de I'acide acetique aO,6%pH4,7eta une concen- 
tration finale p/v de K2°2 de °' 01 % * 
5 b) Resultats : 

La densite optique est mesuree a 405 nm sur 
des essais realises en double. Les resultats sont 
normalises en utilisant, comme standard, un ensemble de 
serums de chevre, calibre dans un ELISA Gag-GST, realise 
10 comme decrit dans R.G. ZANONI et al., J. Clin. 
Microbiol., 1991, 29, 1290-1294. 

On considere qu*il y a une reaction positive, 
lorsqu'il y a une reactivite sup£rieure a 25 % du serum 
de reference. 

15 190 serums de chevres infectees avec le virus 

de l'arthrite et de 1 ^ncephalite caprine, a un stade 
clinique bien defini, ont ete testes selon cette proce- 
dure ELISA pour la reactivite avec les 4 epitopes et avec 
la proteine Gag. 

20 Comme illustre au Tableau II ci-apres, la plu- 

part des serums reagissent avec le peptide TM3 et avec la 
proteine Gag. 

TABLEAU JX 



RESUME DES 190 SERUMS TESTES 


Peptide 


TMl 


TM2 


TM3 


TM4 


gag 


serums positifs" 


122 


136 


174 


145 


175 


% de serums po- 
sitifs 


64 % 


72 % 


92 % 


76 % 


93 % 


reactivite superieure a 25 % du serum de reference 



Les peptides TM4, TM2 et TMl reagissent avec 



la majorite des serums, quoiqu'avec des pourcentages plus 
f aibles que pour TM3 . 
30 Quelques serums, quoique reactifs en western 

blot avec un culot de virus comme antigenes, sont nega- 
tifs en ELISA. 
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c) Analyse statistique : 

Les valeurs de densite optique obtenues en 
EL ISA ont ete normalisees et exprimees en tant que pour- 
centage de reactivite, compare a un serum de reference 
5 consistant, corame precise ci-dessus, en un ensemble de 
serums seropositifs vis-a-vis du VAEC- 

Les reactivites ELISA des serums d'animaux en 
bonne sante et d'animaux arthritiques ont ete comparees. 

Un index de reactivite (IR) est calcule pour 
10 chaque serum teste et correspond a : 

% de reactivite aux peptides TM 

IR = 

% de reactivite a la proteine Gag 

Ces resultats sont illustres au Tableau III 

15 ci-apres : 
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TABLEAU III 
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Les serums de chevres arthritiques montrent 
une reactivite elevee avec TM1 , TM3 et plus specif ique- 
ment avec TM4, par rapport aux serums d'animaux en bonne 
sante (TM1 : U = 5328, 0, p = 0,014 ; TM3 : U = 11468,0, 
5 p - 0,002 ; TM4 : U = 5964,5, p < 0,001). 

Par contre, il n'existe aucune difference 
significative entre les deux groupes d'animaux en ce qui 
concerne la reactivite des serums vis-a-vis de Gag et de 
TM2 (Gag : U = 4106,0, p - 0,391 ; TM2 : U = 4905,5, p - 
10 0,198). 

Ces resnltats sont illustres a la figure 4. 

La comparaison de la reactivite des serums de 
chevres en bonne sante et arthritiques avec les 4 pep- 
tides TM et la proteine Gag a revele 1' existence d'une 
15 correlation entre le developpement de l'arthrite virale 
et la reactivite aux epitopes 1M1, TM3 et TM4 . Cette 
correlation n'a pas ete retrouvee pour la reactivite 
ant i -Gag, 

La detection de la presence des fragments TM 
20 precites (ou des anticorps anti-TM) presente une valeur 
predictive, dans le but d'evaluer 1' apparition de la ma- 
ladie clinique et permet de prendre les mesures neces- 
saires pour une meilleure sauvegarde des troupeaux. 

Ill - Interpretation des resultats obtenus en 

25 I et en II . 

a) Sensibilite des tests : 

- II existe une certaine difference entre les 
resultats western blot en ce qui concerne le peptide G4 
et les resultats ELISA obtenus avec TM4. 

30 - Le western blot se revele plus sensible pour 

cet epitope sans doute parce que ce peptide fusionne avec 
la P-galactosidase presente une conformation qui n'est 
pas presente dans le peptide libre ou parce qu'il 
contient plus qu'un epitope* 

35 - Environ 35 % des animaux ne reagissent pas 

avec les epitopes TM1 et TM2 dans les deux tests. 
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b) Interet et proprieties des peptides selec- 

tionnes : 

Les resultats obtenus ont permis d' identifier 
les determinants impliques dans la correlation reactivite 
5 serologique-evolution de l'arthrite virale, et permettent 
done un meilleur suivi de cette maladie. 

De maniere interessante, 1' epitope TM3 de la 
proteine TM de VAEC a la meme localisation que 1* epitope 
immunodominant d'autres lentivirus tels que les lenti- 
10 virus entrainant une immunodef icience : HIV, SIV et FIV. 

Cet epitope est localise dans line region 
contenant une structure definie par deux cysteines qui 
est conservee par 1' ensemble des lentivirus en depit de 
1' absence d'une homologie de la sequence primaire. 
15 Chez HIV-1, SIV et FIV, la sequence comprise 

entre les cysteines est hautement conservee entre les 
differents isolats viraux de la meme espece. 

Ceci reflete une pression selective importante 
de conservation, probablement dictee par des contraintes 
20 structurales . 

De maniere inattendue, il est apparu que la 
reactivite de TM3 et TM4 vis-a-vis des anticorps produits 
lors d ! une infection par le VAEC, presente une correla- 
tion signif icativement elevee avec le developpement de la 
25 maladie . 

Si les regions conservees et iramunogeniques de 
TM ne mutent pas, en raison de contraintes fonction- 
nelles, 1' apparition continuelle de variants env nouveaux 
entraine une stimulation permanente du systeme immuni- 

30 taire, qui perpetue et amplifie la production d 1 anticorps 
vis-a-vis des epitopes TM constants. 

En consequence, les peptides selectionnes pre- 
sentent un interet particulier dans le depistage et 
1' etude de la reponse humorale a ces epitopes conserves 

35 et dans 1' etude du suivi et du developpement de 
l'arthrite caprine. 
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EXEMPLE 3 ; Test de depistaae d'un e infection a VTSta. 

Un essai a ete realise, pour tester la reacti- 
vite des peptides TM3 et TM4 avec des serums de moutons 
infectes par le virus VISNA. 40 serums provenant de mou- 
5 tons d'elevage ont ete testes avec les peptides conformes 
a 1' invention (methode "ELISA peptides") ont ete compares 
avec le test Chekit® precite. 

Les resultats sont resumes dans le Tableau IV 

suivant : 

10 TABLEAU IV 



nombre de 
serums 


10 


8 


9 


12 


1 


Chekit^ 


+ 


+ 


+ 






TM3 


+ 


+ 






+ 


TM4 


+ 








+ 



II apparait que 1 1 ELISA TM3 est plus sensible 



que 1 ' ELISA TM4. 18 serums ont ete r£actifs avec TM3 et 
avec le test Chekit® et 12 serums sont negatifs avec les 
15 trois tests. 10 serums ont donne des resultats contradic- 
toires entre le test Chekit® et le test TM3 : 9 sont po- 
sitifs par le test Chekit® et negatifs avec les peptides, 

I donne des resultats opposes. 

6 des serums positifs avec le test Chekit® et 
20 negatifs avec TM3 ont pu §tre contr61es par immunoblot : 
5 sur 6 ont &t£ negatifs. 

II apparait done qu'un nombre important de 
faux positifs sont detectes avec le test Chekit® et que 

I I ELISA TM3 conforme a l 1 invention est signif icativement 
25 plus specif ique. Le seul cas de serum reactif avec TM3 et 

TM4 et negatif avec le test Chekit® necessite des outiis 
supplementaires pour determiner s'il s'agit d 1 ^ vrai ou 
d'un faux positif . 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
30 1 1 invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d' application qui vien- 
nent d'etre decrits de fagon plus explicite ; elle en em- 
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brasse au contraire toutes les variantes qui peuvent ve- 
nir a 1' esprit du technicien en la matifere, sans 
s'6carter du cadre, ni de la portee de la presente inven- 
tion. 
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LXSTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE 

SCIENTIFIQUE-CNRS 

(B) RUE: 3 rue Michel Ange 

(C) VTLLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75794 PARIS 

(ii) TITRE DE L* INVENTION: FRAGMENTS D' AC IDE NUCLEIQUE ET 
FRAGMENTS 

PEPTIDIQUES CORRESPONDANTS ISSUS DU GENOME DU VIRUS DE 
L * ARTHRITE ET DE L ' ENCEPHALITE CAPRINE (VAEC) ET LEURS 
APPLICATIONS . 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES : 13 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEOR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 161 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
TAAGGCAGCT GTCCAGACCC TTGCTAATGC AACTGCTGCA CAGCAGGATG TGTTAGAGGC 60 
AACCTATGCC ATGGTACAGC ATGTGGCTAA AGGCGTACGA ATCTTGGAAG CTCGAGTGGC 120 
TCGAGTGGAA GCTATCACAG ATAGAATAAT GCTATACCAA G 161 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 157 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(DJ CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
TACAAAAACA GAAGTAGCAA AATATATCAA TTGGACGAGG TTTAAGGATA ATTGCACATG 60 
GCAGCAGTGG GAGAGAGGAT TACAGGGGTA TGATACAAAC TTAACAATAC TGTTAAAGGA 120 



ATCAGCAGCA ATGACACAAC TAGCAGAAGA GCAAGCA 



157 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE; 

(A) LONGUEUR: 170 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
TAAAGGCGTA CGAATCTTGG AAGCTCGAGT GGCTCGAGTG GAAGCTATCA CAGATAGAAT 60 
AATGCTATAC CAAGAATTGG ATTGTTGGCA CTATCATCAA TACTGTATAA CCTCTACAAA 120 
AACAGAAGTA GCAAAATATA TCAATTGGAC GAGGTTTAAG GATAATTGCA 170 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 45 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 4: 
GATGTGTTAG AGGCAACCTA TGCCATGGTA CAGCATGTGG CTAAA 45 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (genomique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 5: 
GAAGCTATCA CAGATAGAAT AATGCTATAC CAAGAA 36 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 45 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
CAAGAATTGG ATTGTTGGCA CTATCATCAA TACTGTATAA CCTCT 45 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 42 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 
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(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genoraique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 7: 
TGCACATGGC AGCAGTGGGA GAGAGGATTA CAGGGGTATG AT 42 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

Asp Val Leu Glu Ala Thr Tyr Ala Met Val Gin His Val Ala Lys 
15 10 15 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 12 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

Glu Ala lie Thr Asp Arg lie Met Leu Tyr Gin Glu 
1 5 10 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

Xaa Glu Leu Asp Cys Trp His Tyr Xaa Xaa Tyr Cys Xaa Thr Ser 
1 5 10 15 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 14 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

Cys Thr Trp Gin Gin Trp Glu Arg Glu Leu Gin Gly Tyr Asp 
15 io 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "amorce sens" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

GGTGGCGACG ACTCCTGGAG CCCG 24 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "amorce anti-sens" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

TTGACACCAG ACCAACTGGT AATG 24 
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REVENDICATIONS 
1°) Fragments d'acide nucleique, caracterises 
en ce qu'ils codent pour un fragment peptidique incluant 
au moins un segment de proteine Env du VAEC comprenant au 
5 moins un epitope immunodominant, selectionne dans la re- 
gion transmembranaire de ladite proteine, lesquels frag- 
ments d'acide nucleique comprennent entre 15 et 255 nu- 
cleotides . 

2°) Fragment d'acide nucleique selon la reven- 
10 dication 1, caracterise en ce qu'il correspond aux posi- 
tions 8003-8163 du gene codant pour la proteine Env du 
VAEC, de sequence : 

TAAGGCAGCTGTCC^GACCCTTGCTAATGCAACTGCTGCACAGCAGGATGTGTTAGA 
GGCAACCTATGCCATGGTAC^GCATGTGGCTAAAGGCGTACGAATCTTGGAAGCTCG 

15 AGTGGCTCGAGTGGAAGCTATCACAGATAGAATAATGCTATACCAAG (SEQ ID 
n°l), et code pour un fragment peptidique denomme Gl. 

3°) Fragment d'acide nucleique selon la reven- 
dication 1, caracterise en ce qu'il correspond aux posi- 
tions 8019-8264 du gene codant pour la proteine Env du 

20 VAEC, et code pour un fragment peptidique denomme G2 . 

4°) Fragment d'acide nucleique selon la reven- 
dication 1, caracterise en ce qu f il correspond aux posi- 
tions 7991-8107 du gene codant pour la proteine Env du 
VAEC, et code pour un fragment peptidique denomme G3 . 

25 5°) Fragment d'acide nucleique selon la reven- 

dication 1, caracterise en ce qu'il correspond aux posi- 
tions 8204-8360 du gene codant pour la proteine Env du 
VAEC, de sequence : 
TACAAAAACAGAAGTAGCAAAATATATCAA 

30 ATGGCAGCAGTGGGAGAGAGGATTAGkGGGGTATG^ 

AAAGGAATCAGCAGCAATGACACAACTAGCAGAAGAGCAAGCA (SEQ ID n°2 ) , 
et code pour un fragment peptidique denomme G4. 

6°) Fragment d'acide nucleique selon la reven- 
dication 1, caracterise en ce qu'il correspond aux posi- 

35 tions 8090-8259 du gene codant pour la proteine Env du 
VAEC, de sequence : 
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TAAAGGCGTACGAATCTTGGAAGCTCGAGTGGCTCGAGTGGAAGCTATCACAGATAG 
AATAATGCTATACCAAGAATTGGATTGTTGGCACTATCATCAATACTGTATAACCTC 
TACAAAAACAGAAGTAGCZyUVATATATCAATTGGACGAGGTTTAAGGATAATTGCA 
(SEQ ID n°3), et code pour un fragment peptidique denomme 
5 G5. 

7°) Fragment d'acide nucleique selon la reven- 
dication 1, caracterise en ce qu'il correspond aux posi- 
tions 8049-8093 du gene codant pour la proteine Env du 
VAEC, de sequence GATGTGTTAGAGGCAACCTATGCCATGGTACAGC 

10 ATGTGGCTAAA (SEQ ID n°4) , et code pour un fragment 
peptidique denomme TMl. 

8°) Fragment d'acide nucleique selon la reven- 
dication 1, caracterise en ce qu'il correspond aux posi- 
tions 8130-8165 du gene codant pour la proteine Env du 

15 VAEC, de sequence GAAGCTATCACAGATAGAATAATGCTATACCAAGAA 
(SEQ ID n°5) et code pour un fragment peptidique denomme 
TM2 . 

9°) Fragment d'acide nucleique selon la reven- 
dication 1, caracterise en ce qu'il correspond aux posi- 

20 tions 8160-8204 du gene codant pour la proteine Env du 
VAEC , de s equence CAAGAATTGGATTGTTGGCACTATCATCAATACT 
GTATAACCTCT (SEQ ID n°6) et code pour un fragment 
peptidique denomme TM3 . 

10°) Fragment d'acide nucleique selon la 

25 revendication 1, caracterise en ce qu'il correspond aux 
positions 8256-8297 du gene codant pour la proteine Env 
du VAEC , de sequence TGCACATGGCAGCAGTGGGAGAGAGGATTACAGG 
GGTATGAT (SEQ ID n°7) et code pour un fragment peptidique 
denomme TM4 . 

30 11°) Fragment peptidique, caracterise : 

(1) en ce qu'il inclut au moins un segment de 
proteine Env du VAEC, selectionne dans la region trans- 
membranaire de ladite proteine, 

(2) en ce qu'il comprend entre 5 et 85 amino- 
35 acides et au moins un epitope immunodominant, et 
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(3) en ce qu'il est reconnu par au moins 60 % 
d'anticorps produits lors d'une infection et/ou lors 
d'une inoculation par vine souche du VAEC. 

12°) Fragment peptidique selon la revendica- 
5 tion 11, caracterise en ce qu'il inclut un segment de 53 
aminoacides, qui correspond aux positions 665-717 de la 
proteine Env du VAEC, lequel fragment est denomme Gl. 

13°) Fragment peptidique selon la revendica- 
tion 11, caracterise en ce qu'il inclut un segment de 82 
10 aminoacides, denomme G2 f qui correspond aux positions 
670-751 de ladite proteine Env. 

14°) Fragment peptidique selon la revendica- 
tion 11, caracterise en ce qu'il inclut un segment de 38 
aminoacides, denomme G3 , qui correspond aux positions 
15 661-698 de ladite proteine Env. 

15°) Fragment peptidique selon la revendica- 
tion 11, caracterise en ce qu'il inclut un segment de 52 
aminoacides, denomme G4, qui correspond aux positions 
732-783 de la proteine Env. 
20 16°) Fragment peptidique selon la revendica- 

tion 11, caracterise en ce qu'il inclut un segment de 56 
aminoacides, denomm6 G5, qui correspond aux positions 
694-749 de ladite proteine Env. 

17°) Fragment peptidique selon la revendica- 
25 tion 11 # caracterise en ce qu'il inclut un segment de 15 
aminoacides, denomme TM1, qui correspond aux positions 
680-694 de la sequence de la proteine Env du VAEC et dont 
la formule est : 

Asp-Val-Leu-Glu-Ala-Thr-Tyr-Ala-Met»Val-Gln-His-Val-Ala- 

30 Lys (SEQ ID n°8) . 

18°) Fragment peptidique selon la revendica- 
tion 11, caracterise en ce qu'il inclut un segment de 12 
aminoacides, denomme TM2, qui correspond aux positions 
707-718 de la sequence de la proteine Env du VAEC et dont 

35 la formule est : 

Glu-Ala-Ile-Thr-Asp-Arg-Ile-Met-Leu-Tyx-Gln-Glu (SEQ ID 

n°9). 



WO 96/00784 



32 



PCT/FR95/00848 



19°) Fragment peptidique selon la revendica- 
tion 11, caracterise en ce qu'il inclut un segment de 15 
aminoacides, denomme TM3, qui correspond aux positions 
717-731 de ladite protdine Env, lequel segment presente 
5 la sequence : 

Xaa-Glu-Leu-Asp-Cys-Trp-His-Tyx-Xaa-Xaa-Tyr-Cys-Xaa-Thr- 
Ser (SEQ ID n°10) , 

dans laquelle l'aminoacide Xaa en position 1, 9 et 10 
represente His ou Gin, l'aminoacide Xaa en position 13 

10 represente lie ou Val ; de preference, lorsque 
l'aminoacide Xaa en position 9 represente His, 
l'aminoacide Xaa en position 10 et l'aminoacide Xaa en 
position 1 representent Gin et l'aminoacide Xaa en 
position 13 represente lie et lorsque l'aminoacide Xaa en 

15 position 9 represente Gin, l'aminoacide Xaa en position 
10 et l'aminoacide Xaa en position 1 representent His et 
l'aminoacide Xaa en position 13 represente Val. 

20°) Fragment peptidique selon la revendica- 
tion 11, caracterise en ce qu'il inclut ion segment de 14 

20 aminoacides, denomme TM4 , qui correspond aux positions 
749-762 de ladite proteine Env, lequel segment presente 
la sequence : 

Cys-Thr-Trp-Gln-Gln-Trp-Glu-Arg-Glu-Leu-Gln-Gly-Ty^-Asp 
(SEQ ID n°ll) . 

25 21°) Reactif de depistage d'une infection a 

VAEC, caracterise en ce qu'il est constitue par un frag- 
ment selon l'une quelconque des revendications 1 k 20. 

22°) Anticorps anti-VAEC, caracterises en ce 
qu'ils sont constitues par des anticorps specif iques d'au 

30 moins un fragment peptidique issu de la zone transmenibra- 
naire de la proteine Env de VAEC selon l'une quelconque 
des revendications 11 k 20. 

23°) Procede de depistage d'une infection a 
VAEC et/ou a VISNA, caracterise en ce qu'il consiste a 

35 detecter les anticorps anti-virus, eventuellement pre- 
sents dans un echantillon biologique, a l'aide d'au moins 
un peptide ou fragment de peptide selon l'une quelconque 
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des revendications 11 a 20, eventuellement fixe sur un 
support solide approprie, en mettant en presence ledit 
echantillon biologique avec ledit/lesdits peptide (s) ou 
fragment (s) de peptides, auxquels se lient lesdits anti- 
5 corps, si de tels anticorps sont presents dans 
1 1 echantillon a analyser, la lecture du resultat etant 
revelee par un moyen approprie, notamment EIA, RIA, fluo- 
rescence, 

24°) Procede de depistage selon la revendica- 
10 tion 23 , caracterise en ce que le peptide est choisi 
parmi TM3 et TM4, ou un melange de ceux-ci. 

25°) Procede de depistage d'une infection a 
VAEC, caracterise en ce qu'un echantillon biologique 
convenablement traite pour extraire l'ADN et/ou les pro- 
15 duits de transcription du VAEC ; 

(1) est mis en contact avec au moins un frag- 
ment nucl^otidique selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 10, 

(2) apres quoi, 1'hybride forme est detecte. 

20 26°) Procede de depistage d'une infection a 

VAEC selon la revendication 25, caracterise en ce que, 
prealablement a l'etape (1), ledit ADN peut Stre ampli- 
fie. 

27°) Procede de depistage d'une infection k 
25 VAEC, caracterise en ce qu'il consiste a detecter les 
glycoproteins d'enveloppe du VAEC, en mettant en pre- 
sence un echantillon biologique a tester avec au moins un 
anticorps anti-peptide selon la revendication 22, la lec- 
ture du resultat etant revelee par un moyen approprie, 

30 
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